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Die folgondon Angaben slnd dan void Anmeider efngerefchten Unterlagen eirtnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gesteltt 

® Kopplung von Proteinen an ein modrfciertes Polysaccharid 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft die Kopplung von 
Proteinen an ein von Starke abgeleitetes modifiziertes Po- 
lysaccharid, wobei die bindende Wechsetwirkung zwi- 
schen dem modifizierten Polysaccharid und dem Protein 
auf einer kovalenten Bindung be runt, welch e das Ergeb- 
nis einer Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen 
Aldehydgruppe oder einer aus dieser AJdehydgruppe 
durch chemlsche Umsetzung hervorgegangenen funktio- 
nelien Gruppe das modifizierten Polysaccharidmolekuls 
und einer mit dieser AJdehydgruppe oder daraus hervor- 
gegangenen funktionellen Gruppe des Polysaccharidmo- 
lekuls reaktionsfahigen funktionellen Gruppe des Pro- 
teins ist* wobel die bei der Kopplungsreaktion unmrttelbar 
resu Werende Bindung gegebenenfalls durch erne weitere 
Reaktion zur obengenannten kovalenten Bindung modifi- 
ziert sefn kann. Die Erfindung betrifft femer pharmazeuti- 
sche Zusammensetzungen, welch a die bei der Kopplung 
gebildaten Konjugate umfassen, und die Verwendung 
dieser Konjugate und Zusammensetzungen zur prophy- 
laktischen oder therapeutfschen Behandiung des 
mensch lichen oder tierischen Korpers. 
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Anwendung an Mensch odcr Her zugelassen wurde. 
[0001] Die schnelle Entwicklung der Gcntechnik in den [0009] Derivaiisierungen mit PEG wurden wesentlich 
letzten Jahrzehnten hat dazu gefiihrt, dass eine Vielzahl von haufiger durchgeffihrt, so dass dicse Methode heute als Stan- 
Genen fur Proteine nrit potentiellem toerapeutischem Nut- 5 dard fiir die MolekulargewichtsvergroBerung von Proteinen 
zen idfiotifiziert wurden und die entsprechenden Genpro- angesehen werden Irann Einige dieser Derivate befinden 
dukte mit Hilfe biologischer Expressions systeme unschwer sich in verschiedenen Phasen der klinischen Versuche bzw. 
rein oder annShemd rein in grdfieren Mengen hcrgesteUt rind bereits in den USA zugelassen. In Phase m befindet 
werden konnen, rich PEG-Hamoglobin sowie ein PEG-Addukt der Super- 

[0002] Es stellte sich jedoch heraus, dass der praktische 10 oxiddismutase (SODX das hinsichtlich Polymerkopplungen 
Einsatz solcher Proteine, z. B. in der Diagnostic der Thera- als das am besten untersuchte Protein gilt PEG-gekoppelte 
pie und bei Biotransfcrmationen, haufig auf Schwierigkei- Asparaginase wird bereits in der Therapie der akuten lym- 
ten stfiBt, da dexen Stabilities- und L5slichkeitseigenschaf- phozytischen Leukamie eingesetzt In 2001 wurde PEG-In- 
ten, insbesondere bei physiologischen pH-VVerten, oft unbe- terferon-a zur Behandlung von Hepatitis-C-Patienten zuge- 
friedigend sind. Zwei Beispiele fur solche Proteine sindder 15 lassen. 

TunK5roekrra f aktor TNF-a oder Interleukin-2. [0010] Beim Einsatz dieser PEG-Konjugate wurde jedoch 

[0003] LSslichkeitsprobleme treten zudem sehr haufig bei auch iiber unangenehme bis gefihriiche Nebenwirkungen 
der Expression von Glycoproteineo in prokaryotischen Sy- wie Juckreiz, OberempfindUchkeitsreaktionen und Pankrea- 
stemen wie E. coli auf, da diese dann ohne die naturliche titis berichteL Femer ist die biologische Aktivitft der Pro- 
Glycosylierung exprimiert weiden, was zum Teil eine er- 20 trine nach der PEG-Kopplung oft sehr gering und der Meta- 
heblich venninderte LosHchkeit zur Folge hat Dies kann bolismus der Abbauprodukte von PEG-Konjugalen ist noch 
den Einsatz von wesentlich teureren eukaryolischen Expres- weitgehend unbekannt und stellt moglicherweise ein Ge- 
sionsystemen erforderiich macben. sundheitsrisiko dar. 

[0004] Beim therapeutischen Einsatz im Korper werden [0011] WO 99/49897 beschreibt Konjugate von Hamo- 
viele Proteine sehr schnell aus dem Blutkreislauf entfemt 25 globin, welche durch Umsetzung der Aldehydgruppen von 
oder abgebaut Systerrrisch applizierte Proteine nrit einem oxidativ ringgedffheten Polysacchariden wie Hydroxyethyl- 
Molekulargewicht von mehr als etwa 70 kD konnen durch starke oder Dextran mit primaren Anringruppen des Proteins 
das reticuloendotheliale System oder spezifischc Wechsel- gebildet werden. Dabei wirken die eingesetzten Polysaccha- 
wirkungen mit zellularen Rezeptoren dem Kreislauf entzo- ride jedoch als polyfunktionelle Reagenzien, die ein sehr be- 
gen werden. Kleinere Proteine mit einem Molekulaigewicht 30 terogenes Prxxiiktgenrisch mit schwer einstellbaren Eigen- 
von weniger als etwa 70 kD konnen Oberdies in groBem schaften ergeben. a 
Umfang durch die glomerulars Miration in der Niere (Aus- [0012] US-Patent 6,083,909 beschreibt ein Verfahren zur 
schluBgrenze etwa 70 kD) entfemt werden. Kopplung von selektiv oxidierter Hydroxyethylstarke an 

[0005] Ein in jungerer Zeit verfolgter Ansatz zur Behe- Hamoglobin in DMSO. Unsere Untersuchungen zeigten je- 
bung der geschilderten Probleme besteht in der Kopplung 35 doch, daB das gewtinschte Produkt unter den angegebenen 
solcher pioblematischen Proteine mit gut wasserloslichen Bedingungen nicht erhalten wild, da Hamoglobin in DMSO 
mokompatiblen Polymeren, wie z. B. Pblyethylenglycol denaturiert und damit seine biologische Aktivitat verliert 
und Dextran. Durch die Kopplung laBt sich einerseits das [0013] Es besteht somit nach wie vor Bedarf an pfaysiolo- 
Molekulargewicht Ober den Schwellenwert von 70 kD hin- gisch gut vertraglichen Alternativen zu Dextran- oder PEG- 
aus erhShen, so dass die Plasma- Verweilzeit kleinerer Pro- *> gekoppelten Proteinen, nrit denen die Loslichkeit von Pro- 
teine drastisch gesteigert werden kann, andererseits kann teinen verbessert oder die Verweildauer der Proteine im 
durch den hydrophilen Polymeranteil die Loslichkeit im Plasma erbfiht werden kann. 

wa^gen Milieu verbessert werden. [0014] Aufgabe der Erfindung ist es daher, solche Alterna- 

[0006] Weitere, meist gflnstige Wirkungen, die mit der tiven bereitzustellen und einfache und effiziente Verfahren 
Kopplung von Proteinen mat solchen Polymeren verbunden 45 zur Herstellung solcher alternativer Proteinderivate zu ent- 
sein konnen, beruhen auf der Maskierung yon Proteaseer- wickeln. 

kennungsstellen und antigenen Detenninanten auf dem Pro- [0015] EjfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch Hy- 
teinmolektfl durch das gebundene Polymer. Dadurch konnen droxyalkylstarke-PRXeu>Konjugate geldst, welche dadurch 
die therapeutischen Proteine zum einen weitgehend dem gekennzeichnet sind, dass die bindende Wechselwirkung 
proteolytischem Abbau entzogen werden, zum anderen ist 50 zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem Protein 
die Auslosung allergener Reaktionen durch das korper- auf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis 
fremde therapeutische Protein weitgehend unterdrOckt, einer Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen Aide- 
Uber die Molekulargewichtserh6hung hinaus werden Pro- hydgruppe oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch che- 
teine so durch die Anwesenheit eines Polymers vor enzyma- mische Umsetzung hervorgegangenen tunkdonellen Gruppe 
tiscbem Abbau und zudem oft vor thermischer Denaturie- 55 des Hydrdxyalkyktarkernolekuls und einer mit dieser Aide- 
rung geschutzL In vielen Fallen erh5ht sich dadurch die Sta- hydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktioriellen 
bilitat und in vivo-Halbwertszeit der Proteine deuUich bzw. Gruppe des Hya^xyalkylstarkemolekUls reaktionsfahigen 
sinkt die Immunogenitiii und Antigenic funktionellen Gruppe des Proteins ist, wobei die bei der 

[00071 Bisher wurden die meisten Modifizierungen mit Kopplungsreaktion unrrritlelbar resultierende Bindung gege- 
Polyethylenglycol oder Dextran durchgefiihrt, wobei PEG eo benenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten 
generell bevorzugt wird, da es einfachere Produkte ergibL kovalenten Bindung modifiziert sein kann. 
[0008] I^tran-Kopplungen wurden nur fur einige we- [0016] Die Erfindung umfasst femer pharmazeunscfae Zu- 
mge Proteine bescbrieben, wie z. B. Streptokinase, Plasnrin, sammensetzungen, welche diese Konjugate enthalten, sowie 
Hamoglobin oder Aprotinin. Dextran- Konjugate zeigen je- die Verwendung dieser Konjugate und Zusammensetzungen 
doch oft hohe Allergenitfit, vermutlich verursacht durch Ab- 65 zur prorAylakn'schen oder therapeutischen Behandlung des 
bauprodukte des Dextrans, eine geringe metabolische Stabi- menschlichen oder tiexischen Korpers sowie Verfahren zur 



lungsreaktionea Dies hat dazu gefiihrt, dass bisher keines [0017] Obexraschend wurde gefunden, dass sich die oben 
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beschriebenen Reaktiooen tea geeigneter Wahl der Bedin- 
gungen in wassriger L6sung durchffihren lassen, wodurch 
die biologische AktivitSt der Proteine in vielcn Fallen voll- 
standig oder teiiweise erhalten werden k ann 
[0018] Das wassrige Reaktioiismedium fur die Xopp- 
lungsreaktion ist dabei vorzugsweise Wasser oder eine Mi- 
sehung aus Wasser und einem organischen Losungsmittel, 
wobei der Wasseranteil in der Mischung nrindestens etwa 
70 Gew.-%, vorzugsweise mindestens etwa 80 Gew.-%, 
noch bevorzugter nrindestens etwa 90 Gew.-% betragt 
[0019] DasMolverhaltnisvonHydr<^alkylsta^e(HAS) 
zu Protein bei der Kopplungsreaktion betrSgt gewobnlich 
etwa 20 : 1 bis 1 : 1, vorzugsweise etwa 5 : 1 bis 1 : 1 . 
[0020] Die biologische Restakti vital der erfindungsgema- 
Ben Hyaroxyalkylstarke-Protein-Konjugale, bezogen auf 
die Ausgangsaktivitat des Proteins, betrSgt in der Kegel 
mindestens 40%, vorzugsweise mindestens 50%, bevorzug- 
ter mindestens 70%, noch bevorzugter mindestens 90%, am 
meisten bevorzugt mindestens 95%. 
[0021] Die erfindungsgemafi eingesetzte Hydroxy alkyl- 
starke (HAS) kann nach einem bekannten Vferfahren, z. B. 
Hydroxy alkylierung von StMrke an der Cr und/oder C$-Po- 
sition der Anhydroglucoseeinheiten mit Alkylenoxid oder 2- 
Chioralkanol, z.B. 2-Chlorethanol, (siehe z.B. 
US 5,218,108 fur die Hydroxyethylierung von Starke), mit 
verschiedenen gewtinschten Molekulargewichtsbereichen 
und Substitutionsgraden hergestellt werden. Es k5nnen auch 
beliebige der im Handel erhaltlichen Praparationen einge- 
setzt werden. Die Definition der Alkylgruppierung in "Hy- 
droxy alky lstarke*, wie trier verwendet, schliefit Methyl, 
Ethyl, Isopropyl und n-Propyl ein, wobei Ethyl besonders 
bevorzugt ist. Ein wesentlicher \orteil der HES ist es, dass 
diese als biokompatibler Hasmaexpander bereits behordlich 
zugelassen ist und in groSem Stil klinisch eingesetzt wird. 
[0022] Das mittlere Molekulargewicht der Hydroxy alkyl- 
starke kann im Bereich von etwa 3 kD bis mehreren Millio- 
nen Dalton, vorzugsweise etwa 4 kD bis etwa 1000 kD, be- 
vorzugter im Bereich von etwa 4 kD bis etwa 50 kD oder im 
Beieich von etwa 70 kD bis etwa 1000 kD, besonders be- 
vorzugt bei etwa 130 kD, liegen. Fur die Kopplung an kleine 
Proteine wind das mittlere Molekulargewicht der Hydroxy- 
alky lstarke vorzugsweise so gewahlt, daB der oben genannte 
Schwellenwert von 70 kD bei den Konjugaten flberschritten 
wird, wahrcnd fur die Kopplung an groBe Proteine das Mo- 
lekulargewicht der Hydroxyalkylstarke vorzugsweise im 
unteren Bereich des genannten Spektrums liegen wird Da 
eine Kopplung an mehreren Stellen eines Proteins moglich 
ist, kann es auch vorteilhaft sein, mehrere kleine Polymer- 
ketten, statt einer hochmolekularen zu koppeln. Der Substi- 
tutionsgrad (\ferhaltnis der Anzahl modifizierter Anhydro- 
glucoseeinheiten zur Anzahl der gesamten Anhydrogluco- 
seeinheiten) kann ebenfalls variieren und wird haufig im Be- 
reich von etwa 0,2 bis 0,8, vorzugsweise etwa 0,3 bis 0,7, 
noch bevorzugter etwa 0,5, liegen. (Anmerkung: Die Zahlen 
beziehen sich auf den "Degree of Substitution", der zwi- 
schen 0 und 1 liegt). Das Verhaltnis von zu Q-Substitu- 
tion liegt gewOhnlich im Bereich von 4 bis 1 6, vorzugsweise 
im Bereich von 8 bis 12. 

[0023] Diese Parameter lassen sich nach bekannten Vfer- 
fahren einstellen. Erfahrungen nrit der Verwendung von Hy- 
droxyemylstSrke (HES) als Blutersatzstoff haben gezeigt, 
dass die Vbrweilzeit von HES im Plasma vom Molekularge- 
wicht und dem Substitutionsgrad und Substitutionstyp (Cy- 
Substitution oder Q-Substitution) abhangt, wobei ein hohe- 
res Molekulargewicht, ein hoherer Substitutionsgrad und 
ein hoherer Anteil der (^Substitution die Vbrweilzeit er- 
hoht 

[0024] Diese Beziehungen gelten auch fur die crfindungs- 



gemaBen Hydroxyalkylslarke-Protein-Konjugate, so dass 
die Verweilzeit eines bestimmten Konjugats im Plasma iiber 
den Polysaccharidanteil einstellbar ist. 
[0025] Hyo>oxyeuhylstarkc-Praparate mit einem mittleren 
5 Molekulargewicht von 130 kD und einem Substitutionsgrad 
von 04 bzw. nrit einem mittleren Molekulargewicht von 
200 kD und einem Substitutionsgrad von 0,25 fanden be- 
reits kliniscbe Anwendung als Blutersatzstoffe und sind 
auch fur den Einsatz in der vorliegenden Erfindung geeig- 
10 net 

[0026] Als Protein ist in der vorliegenden Erfindung 
grundsStzlich jedes Protein geeignet, das die erfoiderliche 
funktionelle Gruppe, z. B. eine freie Anrinogruppe, Thiol- 
gruppe oder Carboxylgiuppe, zur Reaktion mit der funktio- 
15 nellen Gruppe des HAS-MolekQls besitzL 

[0027] Zur Einfiihrung einer gewtinschten funktionellen 
Gruppe kann das Protein auch mit einem geeigneten, pby- 
siologisch vertraglichen, bifunktionellen Linkerraolekul 
umgesetzt werden. Die verbleibende reaktionsfahige funk- 
20 tionelle Gruppe des angekoppelten IinkermolekOls wird 
dann fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung ebenfalls 
als "reaktionsfalrige funktionelle Gruppe des Proteins" be- 
trachtet 

[0028] Geeignete Linkermolekule enthalten an einem 
25 Ende eine Gruppierung, die mit einer reaktionsfahigen funk- 
tionellen Gruppe des Proteins, z. B. einer Amino-, Thiol- 
oder Carboxylgruppe, eine kovalente Bindung eingehen 
kann, und am anderen Ende eine Gruppierung, die mit der 
endstandigen Aldehydgruppe oder einer daraus durch che- 
30 mische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen 
Gruppe, z. B. einer Carboxylgruppe, aktivierten Carboxyl- 
gruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente Bindung 
eingehen kann. Zwischen den beiden funktionellen Gruppen 
des IJnkermolekiils befindet sich ein biplogisch vertragli- 
35 ches BrOckenmolekOl geeigneter Lange, z. B. eine Gruppie- 
rung, die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oiigo)alky- 
lenglycolgruppierung oder eine andere geeignete Oligomer- 
gruppiemng. Bevorzugte Gruppierungen, die mit Amino- 
gruppen reagieren konnen, sind z. B. N-HydYoxysuccininri- 
40 dester, S ulfo-N- hya^xysuccinirnidester, Imidoester und an- 
dere aktivierte Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierun- 
gen, die mit Uriolgruppen reagieren konnen, sind z. B. Ma- 
leimid- und Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, 
die nrit Aldehyd- oder Carboxylgruppen reagieren konnen, 
45 sind z. B. Amino- oder Thiolgruppen. 

[0029] Beispielhafte Linkermolekule zur Verkriupfung 
von SH- und NH-Funktionen sind: 
AMAS (N-a(Maleirnidoacetoxy)succinimidester) 
BMPS (N-p(Maleimidopropyloxy)sucdnimidester) 
50 GMBS (N-7^aleimidobutyryloxy)succmimideste 
EMCS (N-E(MaleiimdocarTOyloxy)succ^ 
MBS (m-(Maleimidobenzoyl>N-hyb>oxysuc^^ 
SMCC (Succmimidyl^(N-maleiim^me^ 
1-carbaxylat) 
S5 SMPB (Succinimidy1^(rvma1mtni 

SPDP (Sucdmmdyl-3^pyridyla^tMo)proprionat) 
Sulfo-GMBS (N^y(MaleuT2idoburyryto 
dester) 

Sulfo-EMCS (N-e(Maleiinidocaproyioxy)sulfos^ 
60 dester). 

[0030] Beispielhafte Linkermolekule zur VcrknQprung 
von SH- und SH-Funktionen sind: 
BMB (1 .4-Bis-maleinridobutan) 
BMDB (1.4-Bis-maleinudV>-2.3-<lmydroxybutan) 
65 BMH (Bis-maleimidohexan) 
BMOE (Bis-maleimidoethan) 
DTMB (DuJiio-bis-maleimidoethan) 
HBVS ( 1 .6-Hexan-bis- vinylsulfon) 
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BM(PEO) 3 (1.8-Bis-malamidotriethylenglycol) munreaktion. 

BM(PE0)4(lJl-Bis-maleimidotetr^feylenglycol). [0041] Das Protein kann beispielsweise aus der Gruppe 

[0031] Beispielhafte LinkermolckUle zu Veiknttpftmg von aus Enzymcn, Antikorpern, Antigenen, Traiisportproteinen, 

NH-undNH-Funktionensind: Bioadhasionsproteincn, Hormonen, Wachstumsfaktoren, 

BSOCOES (Bis-(2^succinunidyloxycaibooy- 5 Cytokinen, Rezeptoren, Suppressoren, Aklivatoren, Intribi- 

toxy)etoyl)sulfon toren oder einem funktiooellen Derivat oder Fragment da- 

BS (Bis-(sulfosuocinimidyl)suberat) von ausgcwShlt sein. "FunktioneUes Derivat oder Frag- 

DFDNB 0 5-Difluor-2.4-dinitrooeozol) ment" bedeutet in diesem Zusammenhang ein Derivat oder 

DMA (IHmethybdipunidat HQ)) Fragment, das eine gewUnschte biologische Eigenschaft 

DSG (I^w^rnidylglutarat) 10 oder Aktivitat des Stammolekuls ganz oder teilweise, z. B. 

DSS (Disucciniinidylsuberat) zu mindestens 10-30%, bevorzugter zu mehr als 50%, noch 

EGS (Ethyiengly^l-bis^sucdiumd^lsucxinat). bevorzugter zu mehr als 70%, am meistens bevorzugt zu 

[0032] Beispielhafte Iinkermolekiile zur Nferknupfung mebr als 90%, behalten hat Besonders bevoreugte Beispiele 

von SH- und CHO-Funktionen sind: eines solchen Fragments sind Antikarpertragmente, 

BMPH (N^Maleirmoor^piorisaure)hydrazid TFA) 15 [0042] Spezielle Beispiele sind o>, p- oder ^Interferon, 

EMCA (NKe-Maldniiaa^pionsaure)hydrazid) Intertcukine, z. B. IL-1 bis H^18, Wachstumsfaktoren, z. B. 

KMUH (N-(K-Mabiniia«rndecansaure)h epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Trirombozytenwachs- 

MiC^H (4~(N-Maldrmdoniethyl)cy^ tumsfaktor (PDGF), Fibroblastenwachstumsfaktor (KjF), 

drazid HQ) Gehirn-abgeleiteter Wachstumsfaktor (BDGF), Nerven- 

MFBH (4K4-N-Maldntidc^^yl)bunersaurehydYarid 20 wachstumsfaktor (NGF), B-ZeUen-Wachstumsfaktor 

5^ (BCGF), Gehirn-abgeleiteter neurotropher Wachstiimsfak- 

PDPH (3^-Pyndylm^o)prornonymydrazid), tor (BDNF), Ciliarer neurotropher Faktor (CNTF), transfor- 

[0033] Ein beispielhaftes Linkermolekul zur Verknilpfung mierende Wachstumsfaktoren, Z.B. TGF-a oder TGF-0, 

von SH- und OH-Funktionen ist PMPI (N-(p*Maleimido- Kolonie-stimuuerende Faktoren (CSF), z. B. GM-CSF, G- 

r^yl^socyanat) 25 CSF, BMP ("bone morphogenic proteins"), Wachstumshor- 

[0034] Beispielhafte Lmkermolektile zur UberfUhrung ei- mone, z. B. Human-Wachstumshormon, Tumornekrosefak- 

ne^H-Funktion in eine COOH-Funktion sind: toren, z. B. TNF-a oder TNF-p, Somatostatin, Somatotro- 

BMPA (N-^MakuTud^opionsaure) pin, Somatomedine, Serumproteine, z. B. die Gerinnungs- 

EMCT ^-^Maleimia^apronsaure) faktoren H-Xm, Albumin, Erythropoietin, Myoglobin, Ha- 

KMUA (N-K-Maleirrndoundeeansaure). 30 moglobin, Plasminogenaktivatoren, z. B. Gewebe-PIasmi- 

[0035] Beispielhafte linkermolekule zur Oberfiihrung ei- nogenaktivator, Hormone oder Prohormone, z. B. Insulin, 

ner NH-Funkrion in eine COOH-Funktion sind MSA (Me- Gonadotropin, Meianocyten-stimulierendes Hormon (o> 

myl-N-succinimidyladipat) oder langerkettige Homologe MSH), TViptorelin, HypomalamushonnoDe z. B. antidiureti- 

davon oder entsprechende Derivat© von EtbylengiycoL sche Hormone (ADH) und Oxytocin sowie Liberine und 

I0 °^9^ BeiSpielbaftC Linkermolekule w uberfOhrung ei- as Statine, Parathormon, Schilddrusenhormone, z.B. Thyro- 

ner COOH-Funktion in eine NH-Funktion sind DAB (14- xin, Thyrotropin, Thyroliberin, Prolactin, Calcitonin, Gluca- 

Diarninobutan) oder langerkettige Homologe davon oder gon, Glucagon-ahnliche Peptide (GLP-1, GLP-2 etc) 

entsprechende Derivate von EthylenglycoL Bxencfine, z. B.Exendin-4, Leptin, Vasopressin, Gastrin, Se-* 

[0037] Ein beispielhaftes linkermolekul, das mit einer cretin, Integrine, Glycor^inbormone (z.B. LH, FSH 

Armnogruppe eines Molckflls reagiert und eine geschutzte 40 etc.), Pigmenthormone, Lipoproteine und Apo-Lipopro- 

Armnogruppe in groBerem Abstand von diesem Moiekttl zur teine, z. B. Apo-B, Apo-E, Apo-U, Immunglobuline z. B 

Venneidung einer sterischen Hinderung bereitstellt, ist IgG, IgE, IgM, IgA, IgD oder ein Fragment davon, Hirudin, 

TFCS (N-e(Trinuoracetylca^oyloxy)succiniim^ster). ^lssue-Pathway°-Inhibitor, Pflanzenproteine, z. B. Lektin 

[0038] Weitere geeignete linkermolekule sind Fachleuten oder Ricin, Bienengift, Schlangengifte, Immunotoxine, An- 

bekannt und im Handel erhaitlich oder kdnnen je nach Be- 45 tigen E, Butroxobina, Alpha-Proteinase-Inhibitor, Rag- 

darf und in Abhangigkeit von den vorrnrndenen und ge- weed-Allergen, Melanin, Ohgolysin-Proteine, RGD-Pro- 

wOnschten runktionellen Gruppen der HAS und des anzu- teine oder gegebenenfalls entsprechende Rezeptoren fur ei- 

koppelnden Proteins entworfen und nach bekannten Verfab- nes dieser Proteine; oder ein runktionelles Derivat oder 

renhergestelltwerden. Fragment eines dieser Proteine oder Rezeptoren. 

[0039] Der Begriff "Protein" im Sinne der vorliegenden 50 [0043] Geeignete Enzyme konnen z. B. aus den Gruppen 

Erfindung soli jede Aminos^uresequcnz einschlieBen, die der kohlenhydratspeziJischen Enzyme, proteolytischen Eo- 

mindestens 9-12 Aminosauren, vorzugsweisc inindestens zyme, Oxidasen, OxiAjreduktasen, Transferasen, Hydrola- 

15 Aminosauren, bevorzugter mindestens 25 Anmnosauren, sen, Lyasen, Isomerasen, Kinasen und ligasen ausgewUhlt 

besonders bevorzugt niindestens 50 Aminosauren, umfaSt, sein. Spezielle, nicht beschiankende Beispiele sind Aspara- 

und auch naturiiche Derivate, z. B. Prii- oder Pro-Formen, 55 ginase, Axginase, Aigirnndeaniinase, Adenosindeaminase, 

Glycoproteine, Phospboproteine, oder synthetische modifi- Glutaminase, Glutarninase-Asparaginase, Phenylalaninam- 

zierte Derivate, z.B. Fusionsrwoteine, Neoglycoproteine, moniumlyase, Tryptophanase, Tyrosinase, Superoxiddismu- 

oder durch gentechnologische Vertahren modiflzierte Pro- tase, eine Endotoxinase, eine Catalase, Peroxidase, Kalli- 

teine, z. B. Fusionsproteine, Proteine mit Aminosaureaus- krein, Trypsin, Chymotrypsm, Elastase, Tbennolysin, eine 

tauschen zur Einfuhrung bevorzugter KopplungssteUcn, ein- fiD Lipase, eine Uricase, Adeiwdnolphosphatase, Purinnukleo- 

^^ cn ' • « * • ao^bosphorylase, Bilirubinoxidase, eine Glucoseoxtdase, 

[0040] Zur prophylakbschen oder therapemischen Be- Glucodase, Gluconatoxidase, Galaktosidase, Glucocerebro- 

handlung des menschlicben oder tierischen X&pers wild sidase, Glucuronidase, Hyalurorridase, Gewebefaktor, ein 

das betrefTendc Protein eine bestimmte gewflnschte Funk- Gewebeplasminogenaktivator, Streptokinase, Urokinase, 

uon im KBrper ausiiben. Vorzugsweise besitzt das Protein as MAP-Kinasen, DNAsen, RNAsen, Lactoferrin, und fimk- 

daher z. B. erne regulatorische oder kalalytische Funktion, tionelle Derivate oder Fragmente davon. 

eine Signalvemrittlungs- oder TVansrxxtfunklion oder eine [0044] Wie oben ezw§hnt, ist die an der Kopplungsreak- 

Funktion bet der Inrmunreaktion oder Ausldsung einer Im- uon bcteiligte funktionelle Gruppe des HAS-MolekQis die 
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eodstandige Aldehydgruppe oder eine daraus durch chemi- 
sche Umsetzung bervoigegangeoe Gruppe. 
[0045] Bin Beispiel fUr cine solchc chemischc Umsetzung 
ist die selektive Oxidation dieser Alaehydgruppe mit einem 
schonenden Oxidationstmtlel, wie z. B. Iod, Brom oder eini- 
gen Metalttonen, oder auch mittels elektrochenuscher Oxi- 
dation zu einer Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxyl- 
gruppe, z. B. einem Ester, Lacton, Amid, wobei die Carb- 
oxylgruppe gegebenerrfalls in einer zweiten Reaktion in das 
aktivieite Derivat iiberfuhrt wild. Diese Carboxylgnippe 
oder aktivierte Carboxylgnippe kann dann mit einer prima- 
ren Amino- oder Thiolgruppe des Proteins unter Ausbildung 
einer Amidbindung oder Thioesterbindung gekoppelt wer- 



[0046] In einem besonders bevorzugten Herstellungsver- 
fahren wird diese Aldehydgruppe mit einem molaren Tiber- 
schufi an Iod, vorzugsweise in einem Molvemalmis von Iod 
zuHAS von2: 1 bis 20 : 1, besonders bevorzugt etwa 5 : 1 
bis 6 : 1, in waBriger basischer Losung selektiv oxidiert 
Nach dem in Beispiel 1 bescbriebenen optinrieiten \ferfah- 
ren wird zunachst eine Menge an Hydroxyalkylstarke in 
warmern destilliertem Wasser gelttst und etwas weniger als 
1 Molaquivalent waBriger Iodlosung, vorzugsweise in einer 
Konzentration von etwa 0,05-0,5 N, besonders bevorzugt 
etwa 0,1 N, zugegeben. Danach wild eine waBrige NaOH- 
Losung in einer molaren Konzentration, die etwa das 
5-15fache, vorzugsweise etwa das 1 Of ache, der Iodlosung 
betragt, langsam tropfenweise in Abstanden von mehreren 
Minuten der Reaktionslosung zugegeben, bis die Losung 
nach der Zugabe beginnt, wieder klar zu werden. Es wird er- 
neut etwas weniger als 1 Molaquivalent der obigen wSBri- 
gen Iodlosung der Reaktionslosung zugegeben, das Zutrop- 
fen der NaOH-Losung wieder aufgenommen und die Zug- 
abe von Iod und NaOH werden solange wiederholl, bis etwa 
5,5-6 Molaquivalente Iodlosung und 11-12 Molaquivalente 
NaOH-Losung, bezogen auf die Hydroxyalkylstarke, zuge- 
geben woiden sind Dann wird die Reaktion abgebrochen, 
die Reaktionslosung entsalzt, z, B. durch Dialyse oder Ul- 
Uafiltration, einer Kationenaustauschchiomatographie un- 
terworfen und das Reaktionsprodukt durch Lyophilisierung 
gewonnen. Bei dies em Verfahren werden unabhangig vom 
Molekulargewicht der HAS fast quantitative Ausbeuten er- 
zielt 

[0047] In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform erfolgt die selektive Oxidation mit alkaliscben 
stabilisierten Losungen von Metallionen, z.B. Cu** oder 
Ag + , ebenfeUs in etwa quantitativer Ausbeute (Beispiel 2). 
Vorzugsweise wird dabei ein etwa 3-10facher molarer 
OberschuB des Oxidationsrrrittels eingeseizt 
[0048] AnschHeBend wird die gebildete selektiv oxidierte 
Hydroxyalkylstarke (ox-HAS) in Gegenwart eines Aktivie- 
rungsreagenzes mit einer freien Aminogruppe des ge- 
wQnscbten Proteins unter Ausbildung einer Amidbindung 
umgesetzt. Geeignete Akn'vierungsreagenzien sind z. B. N- 
Hydroxysuccmimid, N-Hya^xyphthaliririd, Thiophenol, p- 
Nitrophenol, o,p-Dimtrophenol, Trichlorphenol, lrifluorp- 
henol, Pentachlorpbenol, Pentafluorphenol, 1-Hydroxy-lH- 
benzotriazol (HOBt), HOOBt, HNSA, 2-Hydroxypyridin, 
3-Hydroxypyridin, 3,4-Dmydro-4-oxobenzon3azir>-3-ol, 4- 
Hydroxy-24^pbenyl-3(2HVtmopbei^ 3- 
Pheny^^(p-niux>ptoryl)-2-pyrazo^^-5-on), [1-Benzotria- 
zolyl-N-oxy-tris(dirnemylammo)ph^ 
bosphat] (BOP), [1-BenzobiazolyloxytripyrroHdinophos- 
pbx^umhexafluorpbosphat (PyBOP), [0<Benzotriazol-l- 
yl)-NJN^^-teti^emyluxoniumhexafluorphospbat 
(HBTU), [0<Benzotriazol- l-yl)-N^^^-tetramethyliiro- 
nimntetrafluorborat (TBTU), [0-<Benzotriazol- 1 -yl) - 
N>N,N,N-bis(pentainefoyta^ 



[0-(Benzotriazol- 1 -yl>N^^^-bis(tetraniemykn)uroni- 
urnhexafluorpbosphat, Carbonylaunridazol (CDI), oder vor- 
zugsweise Carbodiinride, z. B. l-(3-Dimemylaminopropyl)- 
3^mylcarbodiiinid (EDC), IMcyclohexylcarbodiinrid 
5 (DOC), Diisojm^yliarbodSimid (DIPC), besonders bevor- 
zugt EDC. Im Gegensalz zu gangigen, in der Iiteratur be- 
schriebenen Verfahren fur ahnliche Kopplungsreakdonen 
wurde dabei tiberraschenderweise festgestellt, dass bei Ver- 
wendung eines Carbodiimids in der Regel der Einsatz an- 

10 sonsten obligatorischer weilerer Aktivatoren wie TViazole, 
z. B. HOBt, rricht erforderlicb ist bzw. sogar die Ausbeuten 
verschlechtert. Bei der ernndungsgemSBen Kopplung von 
ox-HES an verscniedene Modellverbindungen in Gegen- 
wart von EDC und Abwesenheit von HOBt konnten dage- 

15 gen weitgehend unabhangig vom Molekulargewicht der 
HES hone Ausbeuten endelt werden (siehe Beispiele). 
[0049] Statt der Reaktion der Carboxylgnippe oder akti- 
vierten Carboxylgnippe mit einer freien prirnaren Amino- 
gruppe des Proteins (z. B. eines Lysin- oder Argininrests) ist 

20 grundsatztich auch eine analoge Reaktion mit einer Thiol- 
gruppe (eines Cysteins) des Proteins moglich. Dabei ist je- 
doch zu berucksichtigen, dass Cysteine in der Regel in S-S- 
Brucken involviert sind und daher fur eine Kopplungsreak- 
tion nicht zur Verfiigung stehen. Sind dagegen fieie Cy- 

25 steine vorhanden, so spielen diese haufig eine wichtige 
Rolle bei der Katalyse oder sind in der Kontaktstelle von 
Untereinheiten involviert. Eine Modifizierung dieser Cy- 
steine wird dann in einem teilweisen oder vollstandigen Yer- 
lust der biologischen Aktivitat resuitieren. Zur Behebung 

30 dieses Problems konnten freie Cysteine durch gangige gen- 
technologische Verfahren wie z. B. gerichtete Mutagenese 
oder chemische Peptidsyn these an solcben Stellen im Pro- 
tein eingefuhrt werden, von denen bekannt ist, dass sie keine 
Rolle fur die Aktivitat spielen, Auf diese Weise ist eine op- 

33 timale Steuerung des Kopplungsortes moglichu Auf ctieselbe 
Weise konnten auch andere reakuonsfahige Aminosauren, 
z. B. Lys, IBs, Arg, Asp, Glu, gezielt in das Protein einge- 
fuhrt werden. 

[0050] Die reaktive Gruppe des Hydroxyalkylstarkemole- 
40 kiils kann auch eine durch chemische Umsetzung der end- 
standigen Aldehydgruppe entstandene Amino- oder Thiol- 
gruppe sein. Beispielsweise kann eine reduktive Aminie- 
rung der Aldehydgruppe durch Reaktion mit Ammoniak in 
Gegenwart von Wasserstoff und einem Xatalysator oder in 
45 Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid durchgefQhrt wer- 
den. Die entstandene Amino- oder Thiolgruppe kann dann 
mit einer freien Carboxylgnippe des Proteins (z. B. einer ge- 
gebenenfalls aktivierten Glutamin- oder Asparaginsaure) 
unter Ausbildung einer Amid- oder Thioesterbindung rea- 
50 gierea 

[0051] Ferner kann die endstandige Aldehydgruppe des 
HydroxyalkylstarkemolekOls oder eine daraus durch chemi- 
sche Umsetzung hervorgegangene runktionelie Gruppe auch 
mit einem geeigneten physiologiscb vertragtichen, bifunk- 

S5 tionellen Linkermolekiil umgesetzt werden. In diesem Falle 
ist fur die Kopplungsreaktion die "aus der endstandigen Al- 
dehydgruppe des Hydroxy alky lstarkemolekQls durch che- 
mische Umsetzung hervorgegangene runktionelie Gruppe" 
die verbleibende reaktionsfahige funktionelle Gruppe des 

ft bifunktionellen Linkermolekuls, mit dem die endstandige 
Aldehydgruppe oder die daraus hervorgegangene runktio- 
nelie Gruppe umgesetzt wurde. Auf diese Weise kann die 
endstandige Aldehydgruppe eberifalls in eine gewunschte 
funktionelle Gruppe iiberfuhrt werden. 

65 [0052] Geeignete LinkermolekOle en th alien an einem 
Ende eine Gruppierung, die mit der endstandigen Aldehyd- 
gruppe oder einer daraus durch chemische Umsetzung her- 
vorgegangenen funktionellen Gruppe, z. B. einer Carboxyl- 
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gruppe, aktivierteo Caiboxylgruppe, Amino oder Thiol- 
gruppe, eine kovaleote Bindung eingehen kann, und am an- 
deren Ende eine Giuppicrung, die mit einer reaktion sfahigen 
funktionellen Gruppe des Proteins, z.B. einer Amino-, 
Thiol- oder Caiboxylgruppe, eine kovalente Bindung dnge- 5 
hen kann. Zwischen den beiden funktionellen Gruppen des 
Linkermolekuls befindet sich ein biologisch vertragtiches 
Bruckenmolekul geeigneter Lfinge, z. B. eine Gruppierung, 
die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alky lengly- 
colgruppierung oder eine andere geeignete Oligomergrup- 10 
pierung. Bevorzugte Gnippierungen, die mit Aminogruppen 
reagieren konnen, sind z.B. N-Hydroxysuceimmidester, 
Sulf o-N- hy droxysucci rri mi (fester; Inridoester oder andere 
aktivierte Garboxylgruppen; bevorzugte Gruppienmgen, die 
mit Thiolgruppen reagieren konnen, sind z.B. Maleimid- 15 
und Carboxyigruppen; bevorzugte Gruppierungcn, die mit 
Aldehyd- oder Carboxyigruppen reagieren konnen, sind 
z. B. Amino- oder Thiolgruppen. 

[0053] Eine Reihe von spezieUen, nicht bcschrankenden 
Beispielen fur geeignete Iinkermolekule wurden bereits 20 
oben unter Bezug auf die Konjugation von Linkermole kii len 
an das Protein angegeben. 

[0054] Bei einem alternativen erfindungsgemaBen Kopp- 
lungsverfahren der vorliegenden Erfindung wind die end- 
standige AMehydgruppe direkt mit einer primaren Amino- 25 
gruppe (z. B, eines Lysin- oder Argininrests oder des N-Ter- 
nunus) des Proteins unter Bildung einer SchifFschen Base 
umgesetzt. AnschlieBend oder parallel dazu wird die gebil- 
dete SchifFsche Base durch Umsetzung mit einem geeigne- 
ten Redukiionsnrittel reduziert, wodurch eine im waBrigen 30 
Milieu stabDe Bindung zwischen Protein und HAS entsteht. 
Bevorzugte ReduktionsmiUel sind Narriumborhydrid, Natri- 
umcyanobornydrid, orgamsche Borkomplexe, z. B, ein 4- 
(Dmiethylammojpyridin-Borkon^jlex, N-Etbyldiisopropy- 
lamin-Borkomplex, N-Emylmorpholm-Borkomplex, N- 35 
MethylraorpboUn-B orkomplex, N-Phenylmorpholin-Bor- 
komplex, Lutidin-Borkomplex, THethylflrnin-Borkomplex, 
Trimethylamin-Borkoniplex; geeignete stereoselekrive Re- 
duktionsmittel sind beispielsweise Natriumtriacetatborhy- 
drid, Natriumtrietbylborhydrid, Natriumtrimethoxyborhy- 40 
drid, KaHum-tri-sec-butylborbydrid (K-Selectride), Na- 
trium-tri-sec-butylborhydrid (N-Seiectride) lithium-tri-sec- 
butylborhydrid (L-Selectride), Kabumtriamylborhydrid 
(KS-Selectride) und Litmumtriamylborhydrid (LS-Selec- 
tride). . 45 
[0055] Durch geeignete Variation der Reaktionsbedingun- 
gen konnen die Ausbeuten verbessert werden. Parameter fur 
solche Optimierungsversucbe sind der pH- Wert des Reakti- 
onsansatzes (moglicher Protein abbau durch alkalisches Bor- 
hydrid), Temperatur und Dauer des Inkubation sowie Art 50 
des Reduktionsmittels fur die Eintoprreakdon. Eine weitere 
Alternative stellt die Moglichkeit dar, die Reaktion in zwei 
Schritten durchzufiihren, wobei fur den Redukdonsschrirt 
ein immobilisiertes ReduktionsmiUel eingesetzt werden 
kann. S5 
[0056] Die Reaktionsprodukte der Kopplung kCnnen mit 
bekannten Verfahren untersucht und die KopplungsefBzienz 
festgestellt werden. So konnen z.B. die freien primaren 
Aminogruppen im Protein vor und nach der Kopplung mit 
Trinitrobenzolsulfonsaure (Habeeb, ASAF, AnaL Biochem, 60 
14, 328-336 (1966)) bcstimmt werden. Die Kopplungsaus- 
beute von Reaknonen unter Beteiligung primSrer Amine 
konnte auch durch Derivatisierung der nicht umgesetzten 
Amine mit Fluorescamin und Bestimmung der Fluoreszenz 
festgestellt werden. Die Moiekulargewichtsverteilung kann « 
durch SDS-PAGE und Gelpenneation festgestellt werden. 
Der Proteinanteil im Konjugat ist durch SDS-RVGE und an- 
schlieBcnde Silberfarbung nachzuweisen, wahrend der Sac- 



821 Al 

10 

charidanteil durch eine Glykan- spezifische Farbung der nrit- 
tels SDS-PAGE getrennten Banden nach Blotting auf eine 
Membran feststellbar ist. Auch eine quantitative Glykanbe- 
stimmung ist moglich. Eine genaue Identifzierung der 
Kopplungsstelle auf dem Protein ist durch Peptid-Mapping 
und/oder MAIJDI-TOF-Masserispektroskopie bzw. Ebkrro- 
sprayionisaUoD-MasscDspektroskopie mdglich. Auf diese 
Weise kann die Kopplung optimiert und die Moiekularge- 
wichtsverteilung sowie mogHcherweise (z.B. bei unter- 
schiedlicher Reaktivitat der reaktionsfahigen Gruppen auf 
dem Protein) sogar die Kopplungsstelle der Produkte vorbe- 
stimmt werden. 

[0057] Die Konjugate der vorliegenden Erfindung ktf nnen 
gegebenenfalls als solche oder in Form einer pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung zur prophylaktischen oder thera- 
peutischen Behandlung des menschlicben oder uerischen 
Korpers eingesetzt werden. 

[0058] Derartige Zusammensetzungen umfassen eine 
pharmazeudsch wirksame Menge eines erfindungsgemaBcs 
Konjugats als aktiven Bestandteil sowie einen pharmazeu- 
tisch geeigneten TYager und gegebenenfalls andere thera- 
peutische bzw. galenische Bestandteile oder Hilfsstoffe. 
Hilfsstoffe konnen z.B. Verdflnnungsnuttei, Puffer, Ge- 
schmacksmittel, Bindemitte], oberflachenaktive Mittel, Ver- 
dickuiigsmittel, Gleitmittel, Konserviemngs stoffe (ein- 
schlieBlich Antioxidanden) sowie Substanzen einschlieBen 
die dazu dienen, die FormuUerung mat dem Blut des vorge- 
sehenen Empfangers isotonisch zu machen. Eine pharma- 
zeutisch wirksame Menge ist diejenige Menge, welcbe aus- 
reicht, um bei einmaliger oder mehrmaliger \ferabreichung 
im Rahmen einer Behandlung zur Erleichterung, Heilung 
oder Verhutung eines Krankheitszustands eine gewiinschte 
positive Wirkung zu entfalten. Bin pharmazeutisch annehm- 
barer TVager ist ein TVager, der sowohl mit dem Arzeimittel- 
wirkstoff als auch mit dem Korper des Pad en ten kompatibel 
ist 

[0059] Die Form der Zusammensetzung wird je nach dem 
gewunschten bzw. geeigneten Verabreichungsweg variieren. 
Ein bevorzugter Weg ist die parenterale Verabreichung, 
z. B. eine subkutane, intramuskulare, intravenose, intraarte- 
rielie, intraartikulare, intrathekale, exrradurale Xqjektion 
bzw. gegebenenfalls Infusion. Ebenfalls mdglich ist eine in- 
tranasale, mtratracbeale oder topische Applikation. Eine to- 
pi sc he Applikation von erfindungsgemSB konjugierten 
Wachstumfaktoren konnte beispielsweise die Wundheilung 
beschleunigen. Die pharmazeutiscben 2^usammensetzungen 
konnen gunstigerweise in Form einer Dosierungseinheit 
dargeboten werden und nach irgendeinem der auf dem Ge- 
biet der Pharmazie wohlbekannten Verfahren hergestellt 
werden. 

[0050] Die Konjugate der vorliegenden Erfindung konnen 
auch auf alien anderen Gebieten eingesetzt werden, bei de~ 
nen andere Protein-Polymer-Konjugate, z, B. PEG-Protein- 
Korrjugate, zur Anwendung kamen. Einige spezielle, nicht 
beschrankende Beispiele sind die \ferwendung eines HAS- 
Protein-Konjugats als immobilisierter Katalysator oder Re- 
aktionspartner fur eine Reaktion in heterogener Phase oder 
als SSulenmaterial fur die (Immun)afnmtatschromatogra- 
phie. Weitere AnwendungsmogUchkeiten werden fur den 
Fachmann in Kenntnis der trier offenbarten Eigenschaften 
der erfindungsgemaBen HAS-Protein-Konjugate unschwer 
ersichtlich sein. 

[0061] Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher 
crlautern, ohne diese jedoch darauf zu beschranken. Insbe- 
sondere konnen analoge Reaktion en auch mit Hydroxyme- 
thylstarke und Hydroxypropylstarke durchgefuhrt und ahn- 
liche Ergebrdsse erzielt werdW 
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BEISPIEL 1 

Selektivc Oxidation von Hydroxy ethylstarke (HES) mit Iod 

[0062] In einem Rundkolben wurden 10 g HES-130 kD in 5 
12 ml entionisiertem Wasser unter Erwarmen geldst Zu die- 
scr Losung wurden 2 ml eincr 12-Losung (0.1 N) gegeben. 
Einc Pipette mil 2 ml 1.0 N NaOH wurde nrit dcm Kolben 
iiber ran 2-Wege^VerbirciungsstUck verbunden und die 
NaOH-Losung nrit ca. 1 Tropfen pro 4 Miniiten zugetropft 10 
Nach Zugabe von ungefahr 0.2 ml der NaOH-Losung war 
die Losung entfarbt, zu diesem Zeitpunkt wuidc eine zweite 
Portion von 2 ml 0. 1 N Iodl5sung zugegeben. Die Reaktion 
war nach Zugabe von insgesamt 14 ml Iodldsung und 2.8 ml 
NaOH-Losung beendet. Die Reaktionsmischung wurde an- 15 
schlieBend gegen entionisieites Wasser dialysiert. 

Lactonisierung 

[0063] Die teilweise entsalzte Losung wurde einer Chro- 20 
matographie an einer Kationenaustau schersaiile (Amberiite 
IR-120, H*-Form) unterzpgen, urn die Aldonatgruppen in 
A ldons auregruppen umzuwandeln. An schlieBend wurde das 
Wasser durch Lyophilisation entfemt und so die Lactonfbrm 
erhalten. Bestirnmung des Oxidations grades: 25 
[0064] Zu jeweils 1 ml Probenldsung werden unter Nz"At- 
mosphare 1 ml alkalisches Kupferreagenz (3.5 g Na2P0 4 , 
4.0 g K-Na-Tatrat in 50 ml HA dazu 10 ml 1 N NaOH, 
8.0 ml 10%iger (GewTVoL) CuS04-L5sung und 0.089 g K- 
Iodat in 10ml H 2 0, nach Zugabe von 18 g Na-Sulfat auf 30 
100 ml auffiJUen) pipettiert Es wird 45 Minuten bei 100°C 
erhitzl. Nach Abkuhlen werden 0.2 ml 2^%iger Kl-Losung 
und 0.15 ml 1 M H2SO4 addiert Nach 5 Mn. wird mit 1 
Tropfen Phenolrot-Indikatorlosung (1% Gew/VoL) versetzt 
und mit 5 mM Na^^-Losung bis zum Verschwinden der as 
Faroe titriert A us dem Verbrauch an TStrationsmittel lafit 
sich die Konzentration nichtumgesetzter Aldehydgruppen 
berechnen. 

[0065] Es wurde eine annShernd quantitative Ausbeute er- 
zielt (> 98%). Hydroxyethylstarken mit boherer molarer 40 
Masse (z,B. 130kD T 250 kD, 400 kD) konnten, genauso 
wie Hydroxyethylstarken mit niedrigerer molarer Masse 
(z, B. 10 kD, 25 kD, 40 kD), nach dieser \forschrift in ahn- 
lich hohen Ausbeuten oxidiert werden. 

45 

BEISPIEL 2 

Seleknve Oxidation von HES nrit Cu^-Ionen 

[0066] Unter Erwarmen wurde eine Losung von 50 
0.24 mMol HES-130 kD in 10 ml entionisiertem Wasser 
hergestellt Diese Losung wurde in einem 100-ml-Rundkol- 
ben auf eine Temperatur von 70-80°C erhitzl und mit 
1.17 mMol stabilisiertem Cu 2 * (z. B. Rochelle-Salz als Sta- 
bilisator oder andere Stabilisatoren) und wassriger verd. 55 
NaOH-Losung versetzt (Endkonzentration 0.1 N NaOH). 
Danach wurde die Temperatur auf 100°C erhoht und die Re- 
aktion solange laufen lassen, bis eine rotliche Farbe entstan- 
den war* Die Reaktion wurde gestoppt und die Reaktionsmi- 
schung auf 4°C abgekuhlL Der rotliche Niederschlag wurde 60 
durch Rltration entfemt. Das Rltrat wurde gegen entiorri- 
siertes Wasser dialysiert und anschlieBend wie in Beispiel 1 
in das Lacton umgewandelt und lyophilisiert Die Oxidation 
verlicf quantitativ (Ausbeute > 99%). Nach dieser Methode 
Lessen sich auch niedermolekulare HES (z. B. HES- 10 kD, 65 
HES-25 kD, HES-40 kD) und bxAermolekulare HES-Spe- 
zies oxidaeren. 
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BEISPIEL 3 

Kopplung von sclektiv oxidierter hochmolekularer HES 
(ox-HES-130 kD) an Humansermnalburnin (HSA) 

[0067] in einem Rundkolben nrit Magnetruhrer wurden 

4.3 g ox-HES-130 kD und 200 mg HSA (Sigma, Taufkir- 
chen) unter leichtem Erwarmen vollstfindig in Wasser ge- 
lost Zu dieser Losung wurden 30 mg Emyldimethylanrino- 
propyicarbodiinrid (EDC), gelost in Wasser, zugegeben. 
Nach 2 h unter sehr m&Bigem Ruhren wurde eine zweite 
Portion von 30 mg EDC zugegeben. Nach weiteren zwei 
Stunden unter sehr mafiigem Rfihren wurde eine dritte Por- 
tion von 40 mg des Carbodiinrids zugegeben. Die Reakti- 
onsmischung wurde unter diesen Bedingungen Qber Nacht 
belassen, 15 h lang gegen destilliertes Wasser dialysiert und 
lyophilisiert Der Erfolg der Kopplung wurde nrittels Gel- 
permeationschromatographie, SDS-PAGB und kohlenhy- 
dratspezifischer Farbung (Glyco-Dig-Kit von Roche-Boeh- 
ringer, Basel) nach Blotting auf eine FVDF-Membran nach- 
gewiesen. Die Ausbeute an Kopplungsprodukl betrug ca. 
90%. 

BEISPIEL 4 

Kopplung von selektiv oxidierter niedermolekutarer HES 
(ox-HES-10 kD) an Humanserumalbumin (HSA) 

[0068] In einem Rundkolben mit Magnetruhrer wurden 

7.4 g ox-HES-10 kD und 50 mg HSA vollstandig in Wasser 
gelost. Die Reaktion wurde nach dem oben beschriebenen 
Verfahren fur hochmolekulare HES durchgefuhrt, wobei 
insgesamt 282 mg EDC in drei Aliquots zugegeben wurden. 
Die Reaktionsmischung wurde ebenfalls dialysiert und ly- 
ophilisiert wie oben beschrieben. Die Analyse (wie oben) 
zeigte, dass Kopplungsprodukt erhalten wurde, jedoch wa- 
ren die Ausbeuten el was niedriger als bei der Kopplung mil 
hochmolekularer ox-HES. 

BEISPIEL 5 

Kopplung von ox-HES- 1 30 kD an Myoglobin (Mb) 

[0069] 4.3 g ox-HES- 1 30 kD wurden vollstandig in Was- 
ser (6-7 ml) gelost und anschlieBend 100 mg Mb (Sigma, 
Tauflrirchen), gelost in 10 ml 0.1 M PbosphatpufFer (pH 
7.0), zugegeben. Die Kopplungsreaktion wurde durch Zug- 
abe von 30 mg EDC gestartet Die Zugabe von EDC wurde 
alle 2 Stunden wiederholt, bis insgesamt 90 mg des Carbo- 
m'imids verbraucht waren. Die Reaktionsmischung wurde 
anschlieBend gegen 50 mM Phosphatpuflfer, pH 7.0, dialy- 
siert und lyophilisiert. Die GPC zeigte einen eindeutigen 
Produktpeak, der im Ausschlussvolumen bei 450 nm detek- 
tiert wurde. A us diesem konnte eine Kopplungsausbeute 
von 88% bereebnet werden. Die Sauerstofrrrindungskapazi- 
tat des hesylierten Myoglobins betrug ca. 76% der Bin- 
dungskapazitat des unmodinzierten Mb. 

BEISPIEL 6 

Kopplung von ox-HES-10 kD an Superoxiddismutase 
(SOD) 

[0070] Ein VolumenteQ einer waBrigen Losung von ox- 
HES-10 kD (1.05 g/ml) wurde nrit einem Volumenteil einer 
7mg/ml SOD-L5sung (Sigma, Taufkirchen) in 50 mM 
Phosphatpuffer, pH 7.6, bei Raumtemperatur inkubiert Die 
Kopplungsreaktion wurde durch Zugabe von 280 mg EDC 
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in 5 Portionen fiber einen Zeitraum von 24 h irritiiert Der 
Reaktionsverlauf wuidc durch GPC-Analytik in Phospfaat- 
puffer und Detcktion bei 280 nm verfolgt Nach 24 h wur- 
dcn 81% des Proteins im hochmolekularen Bereich dei 
TVennsaule gefunderi und die Reaktion nach dieser Zeit ab- 
gebrochen. Die Reaktionsnrischung winds einer Diafiltra- 
tion mit einer 30-kD-Membran unterzogen und anschlie- 
Bend lyophilisiert Massenspektrometriscne Analyse des 
Ptoduktes zeigte im Mittel ein molares \ferhSlmis von HES 
zu Protein von ca. 3 : 1. 

BEISPIEL 7 

Kopplung von ox-HES-130 kD an Streptokinase (SK) 

[0071] 3.8 g ox-HES-130 kD wuiden zusammen mit 
35 mg Streptokinase (Sigma, Taufkircfaen) in mfiglichst we- 
nig 50 rnM PhosphalpufPei; pH 7.2, gelost Bei Raiimtempe- 
ratur wurden 46.5 mg EDC und 20 mg 1-Hydroxybenzotria- 
zol-Hydrai (HOBt) zugegeben und Reaktion fur insgesamt 
24 h unter leichtem Ruhren gehallen. Nach Dialyse und Ge- 
Mertrocknung wurden nach GPC-Analyse ca. 78% des Pro- 
teins als HES-Konjugat getunden. In der SDS-PAGE war 
mit Silberfarbung eine deutliche Emohung der molaren 
Masse der Streptokinase zu beobachten. Parallel dazu konn- 
ten in der hochmolekularen Bande Kohlenhydrat-Stnikturen 
mit der Digoxigenin-Methode eindeutig nachgewiesen wer- 
den. 

BEISPIEL 8 

Kopplung von ox-HES-130 kD an humanes Interieukin-2 
OL-2) 

[0072] 45mgox-HES-130kD wurden in 0.5 ml 50 mM 
Na-Phosphat-Puffer, pH 6.5, unter leichtem Erwarmen voll- 
standig gelost Nach Zugabe von 0.25 mg humanem (L-2 
(Sigma, Taufkirchen), wodurch die Losung opak wurde, 
wurde bei Raumtemperatur 4-6 h geruhrL AnschlieBend 
wurden 5 mg EDC in 4 Pbrtionen mit jeweils 2 h Zeitdiffe- 
renz zugegeben und uber Nacht wdtergertthrt, wobei eine 
klare Losung entstand. Analyse mit GPC ergab ca. 65% 
Kopplungsausbeute. 

BEISPIEL 9 

Kopplung von ox-HES-25 kD an humanen Tumornekrose- 
faktora(TORx) 

[0073] Zu 86 mg ox-HES-25 kD in ca. 0.4 ml 0.1 M Phos- 
phatpuffer (pH 7.0) wurden 0.3 mg hTNFa (Sigma, Taufkir- 
chen) gegeben. Die trObe Losung wurde fur ca. 2h geruhrt 
bevor 1 mg EDC und 0.5 mg HOBt zugegeben wurden. Es 
wurde fur ca. 6 h weitergeriihrt, wobei die Losung im Laufe 
der Reaktionszeit klar wurde. Das Kopplungsprodukt wurde 
durch Ultrafiltration und Gefiieitrocknung isoliert und mit- 
tels GPC und Detektion bei 280 nm analysiert Dabei wurde 
eine Kopplungsausbeute von annahemd 74% gefimden. 

BEISPIEL 10 

Kopplung von ox-HES-130 kD an "Glue agon-like Ffeptide" 
(GLP-1) 

[0074] In einem moglichst geringen Volumen Wasser 
wurden 7.4 g ox-HES-130 kD unter Erwarmen und leichtem 
Rflhren gelost Dazu wurde eine Losung von 10 mg GLP-1 
in der Amid-Form (Bacfaem, Schweiz) in 50 mM Phosphat- 
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puffer, pH 7.4, pipetn'ert. 

[0075] Die Reaktion wurde durch Zugabe von 35 mg 
EDC gestartet und fur 2 h vorsichtig gerflhrt Dies wurde 
noch 2 x wiederhoit, da nach dieser Zeit in der GPC-Ana- 
5 lyse bei 280 nm kein Peptid-Peak mebr zu erkennen war, 
d. h., eine annahemd vollstandige Umsetzung zum Kopp- 
lungsprodukt stattgefunden hatte. Dieses Kopplungsprodukt 
wurde mit einer 30 kD-Membran diafiltriert und aus Phos- 
phatpuffej>L6sung lyophilisiert Aus den Ergebnissen einer 
10 MAIJ)I-Massenspeklioskopie konnte auf eine 1 : l-Sto- 
chiometrie zwischen Peptid und HES geschlossen werden. 

Beispiel 11 

15 Kopplung von hochmolekularer HES (HES-130 kD) an Hu- 
manscrum albumin (HSA) 

[0076] 9.75 g HES-130 kD wurden volktandig in Wasser 
(6-7 ml) gelost und anschlieBend 50 mg HSA, gelost in 
20 1 ml 0.1 M Pbosphatrxrffer (pH 7.4), zugegeben. Die Reak- 
tionsmischung wurde mit einem Magnetruhrer geruhrt Die 
LBsung wurde dann mit NaBH 3 CN (50-70 mg) gemischt 
und einige Minuten leicht geruhrL Die Losung wurde weiter 
alle zwei Stunden fur 15 Minuten geruhrL Danach wurde ein 
25 weiteres Aliquot von NaBHjCN (etwa 50 mg) zugegeben. 
Am Ende (nach fast 36 h Reaktionszeit) war eine Gesamt- 
menge von 285 mg NaBH 3 CN eingesetzt worden. Die Lo- 
sung wurde dann dialysiert und lyophilisiert Die Analyse 
erfolgte wie in Beispiel 4 beschrieben. Die Kopplungseffi- 
30 zienz betrug etwa 65%. 

Beispiel 12 

Kopplung von niedermoiekxdarer HES (HES- 10 kD) an Hu- 
35 manserumalbumin (HSA) 

[0077] 4.5 g HES wurden vollstandig in Wasser (4-5 ml) 
gelost und dann 50 mg HSA, gelost in 1 ml 0.1 M Phosphat- 
puffer (pH 7.4), zugegeben. Als die LSsung klar war, erfor- 
40 derlichenfalls durch Rflhren mit einem Magnetruhrer be- 
wirkt, wurde NaBE, (50-70 mg) zugegeben und unter 
leichtem Ruhren eingemischt Die Losung wurde ohne Rub- 
ren zwei Stunden lang stehengelassen und dann alle zwei 
Stunden fur 15 Minuten gerflhrt, wie bei der Reaktion mit 
45 hochmolekularer HES. Als die Losung keine Blasen (Hr 
Entwicklung) mehr zeigte, wurde ein weiteres Aliquot von 
NaBR, (etwa 50 mg) zugegeben. Am Ende war eine Ge- 
samtmenge von 180 mg NaBHj eingesetzt worden. Die LS- 
sung wurde dann dialysiert und lyophilisiert Die Analyse 
50 erfolgte nnttels Gelr«rJneationschromatograph^ 
Ausbeute lag bei ca. 15%. 

BEISPIEL 13 

55 Kopplung von HES -40 kD an Asparaginase 

[0078] 3.0 g HES-40kD wurden vollstandig in Wasser 
(ca, 4 ml) gelost Dazu wurde eine Losung von 80 mg Aspa- 
raginase (Sigma, Taufkirchen) in 6 ml 0.1 M Boratpuffer, 
60 pH 9.0, gegeben und solange geruhrt bis die Reaktionsmi- 
schung klar war. AnschlieBend wurde die Temperatur auf 
37°C erhoht und nach 2 h ca. 50 mg NaBH 3 CN zugegeben. 
Dieser Reakrionszyklus wurde noch 3 X wiederholt Zur 
Aufarbeimng des Produkts wurde die Reakdonsmischung 
« gegen 0.1 M Pbosphatpuffer, pH 7.4, dialysiert Die Aus- 
beute an Kopplungsprodukt betrug ca. 61%, wobei ca. 73% 
der AsparaginaseaktivitSt wiedergefunden werden konnten. 
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BEISP1KL 14 

Kopplung vod HES-130 kD an humanes Intcrleukin-2 (JLr 
2) 

5 

10079] 50 mg HES-130 kD wurden voustandig in Wasser 
(ca. 0.2 nil) gelost Dazu wuide eine Suspension von 
0.25 mg humancs 11^2 (Sigma, Taufkirchen) in 0.2 ml 0.1 
M Boratpuffer, pH 9.0, gegeben und solange geriihrt, bis die 
Reaktionsmischung klar war (4 h). Im Ab stand von je 4 h 10 
wuiden jeweils 1 mg NaBH 3 CN zugegeben und weiterge- 
ruhrt. Nach weiteren 24 h Rcaktionszeit wurde gegen 0.1 M 
PriosphatpufFer, pH 7.4, dialysiert und tyophilisiert Die 
Ausbeute an KoppLungsprodukt betrug nach Analyse durch 
GPCca.42%. 15 

BEISHEL 15 

Kopplung von HES-130 kD an Insulin 

20 

[0080] 4.0 g HES-130 kD wurden volktandig in Wasser 
(ca, 6 ml) gelost Dazu wurden 55 mg Insulin aus Rinder- 
pankrcas (Sigma, Taufkirchen) in 7.5 ml 0.1 M Boratpuffer, 
pH 9.0, gegeben und fur ca 24 h bei 37°C geriihrt. Das Re- 
duktionsrnittel NaBH 3 CN (60 mg in 30 ml) wurde uber ei- 25 
nen Zeitraum von 8 h langsam zugetropft AnschlieBend 
wurde fur weitere 24 h geruhrt und die Reakuonsmischung 
durch Ultrafiltration (30 kD) von Salzen und nicht umge- 
setzten Reagentien befreit Durch Lyophilisation wurde ein 
stabiles Kopplungsprodukt erhalten Ca. 55% des eingesetz- 30 
ten Insulins wurden als HES-Konjugat wiedergefunden. 

Pateolansprtiche 

1. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat, dadurch 33 
gekennzekhnet, dass die bindende Wechselwirkung 
zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekiil und dem 
Protein auf einer kovalenten Bindung beruht, welche 
das Ergebnis einer Kopplungsreaklion zwischen (i) der 
endstandigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Al- 40 
dehydgruppe durch chemische Umsetzung hervorge- 
gangenen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstar- 
kemolekuls und (ii) einer mit dieser Aldehydgruppe 
oder daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe 
des HydroxyalkylstarkemolekOls reaktionsfahigen 45 
funktionellen Gruppe des Proteins ist wobei die bei der 
Kopplungsreaktion unmittelbar resulderende Bindung 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur oben 
genannten kovalenten Bindung modifiziert sein kann. 

2. Hydroxyall^lstaike-Protein-Kcxijugat nach An- 50 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet dass die aus der 
endstandigen Aldehydgruppe des HydroxyalkylstSrke- 
molekftls durch chemische Umsetzung hervorgegan- 
gene runktionelle Gruppe eine der funktionellen Grup- 
pen eines birunktionellen linkermolektils ist, mit dem 55 
die endstandige Aldehydgruppe umgesetzt wurde. 

3. Hyaroxyalkylsta^e-Protein-Konjugat nach An- 
spruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet daB die reak- 
tionsfahige funktionelle Gruppe des Proteins eine der 
funktionellen Gruppen eines birunktionellen Linker- 60 
molektiis ist, welches an das Protein gekoppelt wurde. 

4. Hydroxyalkylsta^e-Protem-Konjugat nach An- 
spruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS die reak- 
tionsfdhige funktionelle Gruppe des Proteins durch re- 
kombinante Ver&nderung der ureprunglichen Amino- 65 
sauresequenz in das Protein edngefuhrt wurde. 

5. Hydroxyall^lstarke-Protem-Konjugat nach An- 
spruch 1, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 



821 Al 

16 

kovalente Bindung das Ergebnis einer Kopplungsreak- 
tion zwischen einer durch selektive Oxidation der end- 
standigen Aldehydgruppe gebildeten Carboxylgruppe 
oder aktivierten Carboxylgruppe des Hydroxyalkyl- 
starkemolekuls und einer primaren Aminogruppe oder 
llriolgruppe des Proteins ist. 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die kovalente Bindung eine Aimdbindung ist, 
welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwi- 
schen einem durch selektive Oxidation der endstandi- 
gen Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls 
gebildeten aktivierten Carboxylgruppe und einer pri- 
maren Aminogruppe des Proteins ist. 

7. Konjugat nach Anspruch 1, 3 oder 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die kovalente Bindung eine Amin- 
bindung ist, welche das Ergebnis einer Kopplungsreak- 
tion zwischen der endstandigen Aldehydgruppe des 
Hydraxyalkylst&kemolekuls und einer rmmaren Ami- 
nogruppe des Proteins unter Bildung einer SctefFschen 
Base und der Reduktion der Schiffschen Base zum 
Arrrin ist 

8. Konjugat nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hyaroxyalkylstarke- 
molekiil ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 4 
bis etwa 1000 kD aufweist 

9. Konjugat nach Anspruch &, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Hydroxya^lstarkemolekul ein Moleku- 
largewicht von etwa 4 bis etwa 50 kD aufweist. 

10. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Hydroxyalkylstarkemolekiil ein Moleku- 
largewicht von etwa 70 bis etwa 1000 kD aufweist 

11. Konjugat nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Hydroxy alky lstarkemolekul ein Mo- 
lekulargewicht von etwa 1 30 kD aufweist 

12. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekiil einen Substitutionsgrad von etwa 03 his etwa 
0,7 aufweist 

13. Konjugat nach einem der Ansprflche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet dass das Hydroxy alkylstarke- 
molekUl ein Verhaltnis der Cr zu (^-Substitution von 
8 bis 12 aufweist 

14. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet dass das Hydroxy alkylstarke- 
molekul ein Hydroxyethylstarkemolekul ist 

15. Konjugat nach einem der AnsprOche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet dass das Protein eine regulatori- 
sche oder katalytische Funktion, eine Signalvermitt- 
lungs- oder Iransrxmxunktion oder eine Funktion bei 
der Immunreaktion oder Auslosung einer Immunreak- 
tionbesitzL 

16. Konjugat nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet dass das Protein aus der Gruppe aus Enzy- 
men, Antikorpem, Antigenen, TVansportproteinen, 
Bioadhasionsproteinen, Hormonen und Prohormonen, 
Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktcr-Rezeptoren, 
Pytokinen, Rezeptoren, Suppressoren, Aktivatoren, In- 
hibitoren oder einem funktionellen Derivat oder Frag- 
ment davon ausgewahlt ist 

17. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet dass das Protein a-, ft- oder y-Interf eron, 
ein Interieukin, ein Serumprotein, z. B. Albumin oder 
ein Gerinnungsfaktor, Eiythropoietin, Myoglobin, Ha- 
moglobin, ein Plasminogenaktivator, BOGF, BDGF, 
EGF, FGF, NGF, PDGF, BDNF, CNTF, TGF-a, TGF- 
P, ein Kolonie-stimulierendex Faktor, ein BMP, Soma- 
tomedin, Somatotropin, Somatostatin, Insulin, Gona- 
dotropin, oMSH, iriptorelin, Prolactin, Calcitonin, 
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Glucagon, ein Glucagon-ahnliches Peptid, z. B. GLP-1 
Oder GLP-2, Exendin, Leptin, Gastrin, Secretin, ein In- 
tegrity ein Hypothalamushormon, z. B. ein ADH, Oxy- 
tocin, ein Iiberin Oder Statin, ein Schilckirusenhormon, 
z. B. Thyroxin, Thyrotropin, Thyroliberin, ein "Wadis- 5 
tumshonnon, z. B. Human- Wachstumshonnon, LH, 
FSH, ein Kgmenthormon, INF-a Oder TNF-p, Hiru- 
din, ein Lipoprotein oder Apo-Iipoprotein, z. B. Apo- 
B, Apo-E, Apo-La, ein Ohgolysin-Protein, ein RGD- 
Protein, ein Lektin oder Ricin, Bienengifl. oder ein 10 
Schlangengift, ein Immunotoxin, Ragweed-Allergen, 
Antigen E, ein Innnunglobulin, oder ein Rezeptor fur 
eines dieser Proteine oder ein funktionelles Derivat 
oder Fragment eines dieser Proteine oder Rezeptoien 
isL 15 

18. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi das Protein ein Enzym ist, welches 
aus einer Asparaginase, Arginase, Arginindeaminase, 
Adenosindeaminase, Glutaminase, Glutaminase- Aspa- 
raginase, Phenylalaninammoniumlyase, Hryptopha- 20 
nase, Tyrosinase, Superoxiddismutase, Endotoxinase, 
Catalase, Peroxidase, Kallikrein, Trypsin, Chymotryp- 
sin, Elastase, Thermolysin, einer Lipase, Unease, Ade- 
nosindipbosphatase, Purumukleosidpbospborylase, Bi- 
lirubinoxidase, Glucoseoxidase, Ghicodase, Gluconat- 25 
oxidase, Galaktosidase, Glucocerebrosidase, Glucuro- 
nidase, Hyaluronidase, Gewcbefaktor, einem Gewebe- 
plasminogenaklivator, Streptokinase, Urokinase, einer 
MAP-Xinase, DNAse, RNAse, Lactoferrin, und funk- 
tionellen Derivaten oder Fragmenten davon ausge- 30 
wahlt ist 

19. Pharmazeutiscbe Zusanmiensetzung, umfassend 
eine wirksame Menge eines Konjugats nach einem der 
Anspruche 1 bis 18 sowie einen pharmazeutisch an- 
nehmbarcn Trager und gegebenenfalls weitere Hilfs- 35 
undWirkstoffe. 

20. Verwendung eines Konjugats nach einem der An- 
spruche 1 bis 18 oder einer Zusammensetzung nach 
Anspruch 19 zur therapeutischen oder pravenuven Be- 
handlung von Menschen oder T5eren. 40 

21. Verfahren zur Herstellung eines Hydroxy alkyl- 
starke-Protein-Konjugats nach einem der Anspriiche 1 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass in waBriger L6- 
sung eine Kopplungsreaktion zwischen der endstfindi- 
gen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehyd- 45 
gruppe durch chemische TJmsetzung hervorgegange- 

. nen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkyistarkemo- 
lekQls und einer mit dieser Aldehydgruppe oder daraus 
hervoigegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxy- 
alkylstarkemolekuls reaktionsfahigen funktionellen 50 
Gruppe des Proteins durchgefuhrt wird und die bei der 
Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende Bindung 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktian modifiziert 
wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass das Reaktionsmedium der Kopplungsre- 
aktion Wasser oder eine Mischung aus Wasser und ei- 
nem orgamscben Losungsmiltel ist, wobei der Wasser- 
anteil der Mischung mindestens 80% betragt 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- fio 
kexmzeichnet, dass die endstandige Aldehydgruppe des 
Hydroxyalkylstazkemolekiils durch selective Oxida- 
tion in die entspiecbende Carboxylfunktionalitat uber- 
fuhrt und diese anschlieBend unter Aktivierungsbedin- 
gungen in waBriger Losung mit einer rreien Amino- 65 
gruppe des Proteins umgesetzt wird, so dass das Hy- 
droxyalkylstarkemolekfll durch eine Amidbindung an 
das Protein gebunden wird. 
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24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die selektive Oxidation der Aldehyd- 
gruppe mit Iod oder Metallioncn in waBriger basischer 
Losung durchgefuhrt wird 

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Kopplungsreaktion in Gegen- 
wart eines Carbodiimids durchgefuhrt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Carbodiimid l-(3-Dimemylamino- 
propyl)-3-e%icarbodiimid (EDQ ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die endstandige Aldehydgruppe des 
Hydroxy alky lstarkemolekuls mit einer freien Amino- 
gruppe des Proteins unter Bildung einer SchifFschen 
Base gekoppelt wird und die gebildete Schiffsche Base 
zum Arnin reduziert wird, so dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekQl durch eine Aminbindung an das Protein 
gebunden wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sowohl Kopplung als auch Reduktion in 
waBriger Losung stattfinden. 

29. Verfahren nach Anspruche 27 oder 28, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Redukdonsmittel Natriumbor- 
hydrid, Natriumcyanoborhydrid oder ein organischer 
Borkomplex ist 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Kopplungs- und Re- 
duktionsreaktionen gleichzeitig durchgefuhrt werden. 

31. Verfahren zur Herstellung von selektiv an der end- 
standigen Aldehydgruppe oxidierter Hydroxyalkyl- 
starke, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxyal- 
kylstarke in einem Molverhaltms von Iod zu HAS von 
2 : 1 bis 20 : 1 in waBriger basischer Losung umgesetzt 
wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Molverhaltms von Iod zu HAS etwa 
5 : 1 bis 6 : 1 betragt 

33. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass 

a) eine Menge von Hydroxyalkylstarke in war- 
mem destiUiertem Wasser gelost wird und etwas 
wemger als 1 Molaquivalent waBriger Iodldsung 
zugegeben wird, 

b) NaOH-Losung in einer molaren Konzentra- 
tion, die etwa das 5-15facbe der Iodlosung be- 
tragt, langsam tropfenweise in Abstanden von 
mehreren Minuten der Reakdonslosung zugege- 
ben wird, bis die Losung nach der Zugabe be- 
ginnt, wieder klar zu werden, 

c) eroeut etwas weniger als 1 Molaqui valent waB- 
riger Iodlosung der Reakdonslosung zugegeben 
wird, 

d) das Zutropfen der NaOH- Losung wieder auf- 
genommeo wird, 

e) die Schritte b) bis d) solange wiederholt wer- 
den, bis etwa 5,5-6 Molaquivalente Iodlosung 
und 11-12 Molaquivalente NaOH-Losung, bezo- 
gen auf die Hydroxyalkylstarke, zugegeben war- 
den sind, 

f) die Reaktion dann abgebrocben und die Reak- 
uonslosung entsalzt und einer Kationenaustausch- 
chromatographie unterworfen und das Reaktions- 
produkt durch Lyophilisierung gewonnen wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei der waBrigen Iodlosung urn 
eine etwa 0,05-0,5 N Iodlosung handelt, 

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die molare Konzentration der 
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NaOH-Losung etwa das lOfacbe der Iodlosung betragt 
36. Verfahren zur Herstellung von selekti v an der eod- 
standigen Aldehydgruppe oxidierter Hydroxy alkyl- 
starke, dadurcb gekennzcicfanet, dass die HAS in waB- 
riger alkali scher Losung rait einetn molaren tJberechuB 
an stabilisieiten Metallionen, ausgewahlt ans Cu 2 '**-Io- 
nen und Ag + -Ionen, oxidiert wind. 
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